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Abstract 



The present invention relates to the use of 4-imino-1 ,3-diazabicyclo[3.1 .0]hexan-2-one (imexon) for the 
prophylaxis or treatment of viral or retroviral infections, in particular of AIDS or ARC (AIDS related complex) 
The invention also relates to novel pharmaceutical compositions containing imexon in combination with 
other agents with antiretroviral activity. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§) Verwendung von Imexon als Immunsuppressivum 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die neue Ver- 
wendung von 4-lmino-1,3-diazabicyclo-(3.1.0)-hexan-2-on 
(Imexon) zur Prophylaxe Oder Behandlung von viralen oder 
retroviralen Infektionen, insbesondere von AIDS Oder ARC 
(AIDS related complex). Femer sind Gegenstand der Erfin- 
dung neue Arzneimittel, enthahend Imexon in (Combination 
mit anderen antiretroviralen aktiven Wirkstoffen. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Imexon zur Herstellung von Arzneimitteln mil 
immunsuppressiver Wirkung. 

5 Insbesondere bezieht sich die Erfindung auf die Verwendung von Imexon zur Herstellung von Arzneimitteln, 
die bei der Behandlung von solchen Krankheiten eingesetzt werden, bei denen eine pathophysiologisch erhohte 
B-Lymphozyten- Proliferation oder B-Lymphozyten-Aktivierung zu beobachten ist. Als Krankheiten in diesem 
Sinne kommen beispielsweise Autoimmunerkrankungen, B-Zell- oder Plasmazell-Neoplasien, lymphoblastische 
Lymphome, AbstoOungsreaktionen nach Gewebe- oder Organtransplantationen oder virale Infekte in Frage. 
io AuBerdem sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung Arzneimittel, die als Kombinationspraparate den 
Wirkstoff Imexon und ein weiteres immunsuppressiv wirksames Chemotherapeutikum oder ein Zytostatikum 
enthalten. 

Die systematische Bezeichnung von Imexon, dessen Strukturformel in Abb. 1 dargestellt ist, lautet 4-Imino- 
1 3-diazabicyclo-(3.1.0)-hexan-2-on. 

t5 Imexon und Verfahren zu dessen Herstellung sind aus US-A 40 83 987 bekannt Es ist dort als cancerostatisch 
wirksames Therapeutikum beschrieben, das immunstimulierende Eigenschaften aufweist Die cancerostatische 
Wirkung wurde anhand der Hemmung des Tumorwachstums von Walker-Sarkoma 256 nach Applikation von 
Imexon bei Ratten nachgewiesen. Die immunstimulierende Wirkung ging aus Versuchen hervor, in denen ein 
Anstieg der Leukozyten sowie ein Anstieg der Zahl der Antikorper bildenden Milzzellen nach Applikation von 

20 Imexon beobachtet werden konnte. Die pharmakologische Eigenschaft von Imexon wird gemaB dieser US-Pa- 
tentschrift darin gesehen, daB Imexon das Wachstum der sich rasch teilenden Krebszellen so stark beeintrach- 
tigt, daB unter Umstanden eine Ruckbildung der Tumore moglich ist. GemaB US-A 40 83 987 liegt die vorteilhaf- 
te Wirkung von Imexon in der gleichzeitig mit den cancerostatischen Wirkung einhergehenden Starkung des an 
sich geschwachten korpereigenen Immunabwehrsystems. 

25 Allgemein sind aus dem Stand der Technik Immunsuppresiva als solche schon seit langerer Zeit bekannt 
(Pharmazie unserer Zeit 1, 2—8 [1972] und 12, 20—29 [1983]). Der in diesem Zusammenhang verwendete 
Ausdruck "Immunsuppression" bezeichnet dabei im allgemeinen die unspezifische Unterdruckung der Immun- 
antwort, z. B. mit Hilfe von Antiseren, ionisierenden Strahlen oder speziellen Therapeutika. 

Diese Chemotherapeutika finden Anwendung nach der Transplantation von Geweben oder Organen und bei 

30 der Therapie von Autoimmunerkrankungen. Sie hemmen die Proliferation von Lymphozyten durch direkten 
oder indirekten Eingriff in die DNA- und RNA-Synthese. In dieser Klasse von Verbindungen gehoren Cyclospo- 
rine, Folsaure-Antagonisten, Purin-Analoga, alkylierende Substanzen wie Cyclophosphamid und bestimmte 
Corticosteroide. Der Nachteil dieser bisher eingesetzten Immunsuppresiva ist jedoch die in erhohtem MaBe zu 
beobachtende Infektionsanfalligkeit des behandelten Organismus, da das gesamte korpereigene Immunsystem 

35 geschwacht und sowohl die humorale als auch die zellulare Immunantwort unterdruckt werden. 

Der bisher aus dem Stand der Technik artifiziell induzierte Immunsuppression konnte auf verschiedene Art 
und Weise erreicht werden: 

durch Verabreichung von Antigenen, Verabreichung von spezifischen Antisera oder Antikdrpern, Verwendung 
von anderen biologischen Reagenzien, wie z. B. Antilymphozyten-Antisera, durch Verwendung von zytotoxi- 
40 schen/zytostatischen/immunsuppressiven Verbindungen, durch Radiation oder durch chirurgische Entfernung 
von lymphoidem Gewebe. 

Die immunsuppressiven Eigenschaften von derzeit bekannten Immunsuppressiva, wie z. B. Zytostatika und 
Corticosteroide, sind dosisabhangig, aber unselektiv, d. h. sie wirken auf alle immtinkompetenten Zellen. Diese 
Verbindungen hemmen sowohl die humorale als auch zellulare Immunantwort auf eine Vielzahl von Antigen 
45 und wirken unspezifisch auf T- oder B-Lymphozyten. Auch Cyclosporin A, das z. Z selektivste Medikament, 
supprimiert nichl nur die Proliferation von T-Lymphozyten, sondern auch Immunprozesse, die nicht T-Zell-ab- 
hangig sind. 

Es besteht dahcr sehr groBes Interesse an Immunsuppressiva, die spezifisch mit pathologisch verstarkten bzw. 
erhdhten Immunmechanismen interferieren, ohne jedoch die im Korper normal ablaufenden naturlichen Im- 
50 munreaktionen zu beeinflussen. Solche spezifisch wirksamen immunsuppressiven Substanzen sind bis heute 
nicht bekannt 

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, ein solches neues immunsuppressiv wirksames Mittel zur 
Verfiigung zu stellen. 

Es wurde nun iiberraschenderweise gefunden.daB Imexon diese Aufgabe lost und als vorteilhaftes Immunsup- 
55 pressivum eingesetzt werden kann. Es supprimiert spezifisch die B-Zell-Proliferation oder B-Zell-Aktivierung. 
Es kann vorteilhaft bei der Behandlung von alien Krankheiten eingesetzt werden, bei denen eine polyklonale 
Aktivierung oder Proliferation von B-Zellen von pathophysiologischer, sympthomatischer oder klinischer Rele- 
vanz ist 

In diesem Sinne kommt die Behandlung von folgenden Krankheiten in Frage: Autoimmunerkrankungen, wie 
60 rheumatoide Arthritis, Diabetes mellitus Typ I, Psoriasis, Lupus Systemicus Erythematosus; AbstoBungsreaktion 
nach Gewebe oder Organtransplantationen z. B. von Haut, Knochenmark und Nieren, virale oder retrovirale 
Infektionen jeglicher Genese, wie z. B. ARC (AIDS related complex) und AIDS sowie deren Vprstadien; sowie 
B-Zell-Leukamien und Lymphome, z. B. chromisch lymphatische Leukamie, lymphoblastische Lymphome (z. B. 
Burkitt-Lymphom etc.) oder B-ZelN/Plasmazell-NeopIasien, wie z. B. Plasmazytom (multiples Myelom) etc. Als 
65 Autoimmunerkrankungen werden in der Literatur im allgemeinen solche Erkrankungen bezeichnet, die mit der 
Bildung von Autoantikorpern in Verbindung stehen. Diese Autoantikorper richten sich gegen korpereigene 
Antigene und bewirken somit eine Abwehr gegenuber korpereigenen Stoffen. Diese krankhafte Oberreaktion 
des lmmunsystems gilt es, mit spezifisch wirkenden Immunsuppressiva zu unterdrucken. 
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AuBerdem wurde uberraschenderweise gefunden, daB Imexon die Proliferation von Lymphozyten dosisab- 
hangig hemmt 

Fmexon kann direkt selbst oder in Form seiner pharmakologisch vertraglichen Saureadditionssalze eingesetzt 
werden. 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung soil der Ausdruck "Immunsuppression" im allgemeinen alle Aspekte der 
naturlicherweise induzierten immunologischen Nicht-Ansprechbarkeit, der artifiziell induzierten Nicht-An- 
sprechbarkeit und der pathologist induzierten Toleranz eines Individuums auf Auto- oder Fremdantigene 
beinhalten. 

Die immunsuppressive Wirkung von Imexon konnte anhand der Hemmung der Proliferation von humanen 
B- Lymphozyten nachgewiesen werden, wobei die Proliferation experimentiell durch den B-Zellwachstumsfak- 
tor (B-cell-growth factor = BCGF) induziert wird. 

Weiterhin konnten die pharmakologischen Eigenschaften von Imexon durch Concanavalin A (ConA)-indu- 
zierte Proliferation muriner Splenozyten (LTT), durch Phythamagglutinin (PHA)-induzierte Proliferation huma- 
ner Lymphozyten sowie durch den Tumorwachstumsinhitionsassay (TGI)charakterisiert werden. 

Urn ruhende B-Zellen zur Proliferation anzuregen, sind zwei Signale erforderlich. Das erste Signal ist ein 
Aktivierungssignal, das durch ein Antigen oder anti-u. vermittelt wird. Die Obertragung dieses Aktivierungssi- 
gnals hat schlieBlich zur Folge, daB auf der B-Zell-Oberflache Rezeptoren fur den B-cell-growth-factor (BCGF) 
exprimiert werden. Der BCGF ist ein losliches, von T-Zellen sezerniertes Lymphokin mit einem Molekularge- 
wicht von 1 7 000- 1 8 000 D. Die Expression von BCGF Rezeptoren auf der B-Zelle ermoglicht dieser, auf das 
Proliferationssignal von BCGF zu antworten. Normalerweise werden B-Zellen durch diese zwei Signalprozesse 
vom Ruhezustand in die proliferative Phase uberfuhrt 

Imexon supprimiert nun diesen Vorgang insofern spezifisch, als die Concavalin A (ConA)- imd Phytohamag- 
glutinin (PHA)-induzierte Lymphozytenproliferation sowie die spontane Proliferation von Methylcholanthren- 
induzierten Fibrosarkomzellen (MethA) nicht oder nur bei 10-30fachen hoheren Konzentrationen beeinfluBt 
werden. 

Imexon kann auch als Kombinationspraparat mit anderen Immunsuppressiva, wie z. B. Cyclosporin A, Ciame- 
xon oder Azathioprin sowie antiretroviral aktiven Substanzen, wie z. B. Azidothymidin (AZT) verwendet wer- 
den. 

Ebenso ist die Kombination von Imexon mit Cytos tat ilea moglich, wie z. B. mit cis-Platin-Komplexen, bei- 
spielsweise cis-Diamino-dichloro-Platin, oder mit Adriamycin, Cyclophosphamid, Vmcristin, Tamoxifen, Metho- 
trexat oder 5-Fluorouracil, etc. 

Bei der Anwendung der Kombinationstherapie ist es moglich, die Wirkstoffe in einer sogenannten fixen 
Kombination, d. h. in einer einzigen pharmazeutischen Formulierung zu verabreichen, in der beide Wirkstoffe 
gleichzeitig vorhanden sind, oder eine sog. freie Kombination zu wahlen, bei der die Wirkstoffe in Form von 
pharmazeutischen Formulierungen gleichzeitig oder aber auch nacheinander appliziert werden. 

Zur Herstellung pharmazeutischer Mittel wird Imexon in an sich bekannter Weise mit geeigneten pharmazeu- 
tischen Tragersubstanzen gemischt, gegebenenfalls granuliert und beispielsweise zu Tabletten oder Drageeker- 
nen verpreBt Ebenso ist eine Abfullung der Mischung in Steckkapseln moglich. Unter Zugabe entsprechender 
Hilfsstoffe kann auch eine Losung oder Suspension in Wasser, OI (z. B. Olivenol) oder hochmolekularen Polyme- 
ren (z. B. Polyethylenglykol) hergestellt und zu Injektionslosungen, Weichgelatinekapseln, Saft oder Tropfen 
verabreicht werden. 

Als feste Tragerstoffe konnen z. B. Starken bzw. Starkederivate, Zucker, Zuckeralkohole, Cellulosen bzw. 
Cellulosederivate, Tenside, Talkum, hochdisperse Kieselsauren, hochmolekulare Fettsauren oder deren Salze, 
Gelatine, Agar- Agar. Kalziumphosphat. tierische oder pflanzliche Fette oder Wachse und feste hochmolekulare 
Polymere (wie Polyethylenglykole oder Polyvinylpyrrolidone) Verwendung finden. Fur orale Applikationen 
geeignete Zubereitungen konnen gewunschtenfalls Geschmacks- und SuBstoffe enthaltea 

Die Dosierung des Wirkstoffes Imexon hangt vom Alter und Geschlecht des Individuums sowie von der Art 
der zu behandelnden Indikation ab. 

Grundsatzlich kann davon ausgegangen werden, daB 0,1 - 1 00 mg Imexon pro kg Korpergewicht taglich oral, 
intravenos, subkutan oder intramuskular appliziert werden konnen. Bevorzugt sind jedoch Mengen von 
5— 50mg/kg Korpergewicht, insbesondere 5-20mg/kg. Die Wirkstoffmengen k6nnen 1- bis 3mal taglich 
verabreicht werden. 

Die spezifisch immunsuppressive Wirkung von Imexon wird anhand der folgenden Beispiele belegt: 

Beispiel 1 

BCGF-abhangige Proliferation humaner B-Lymphozyten 

Die Anreicherung von peripheren humanen B-Zellen und der BCGF-Proliferationsassay wurden wie folgt 
durchgefuhrt(vgl.a.Eur. J.Immun. 16, 350 [1986]): 

Angereicherte humane B-Lymphozyten werden zweimal gewaschen mit komplettiertem RPMI 1640 Medium 
(Streptomycin/Penicillin, L-Gtutamjn, 2-Mercaptoethanol, FCS) und auf 3 x10 s Zellen/ml eingestellt 160 ml 
dieser Suspension werden jeweils pro Well in Mikrotiterplatten pipettiert Als Pseudoantigen werden 10 ml 
einer Losung von HFCuS-IgG (300 ug/ml) zugegeben und als Wachstumsfaktor 20 uJ BCGF HFCpS-IgG 
(Cellular Products Incorporation) hinzugefugt. Dazu werden 20 u.1 der zu testenden Verbindung in lOfacher 
Konzentration pipettiert. Die Kulturen werden insgesamt 140 h bei 37°, 5% C0 2 und 95% relativen Luftfeuch- 
tigkeit inkubiert 16 h vor Ablauf der Inkubationszeit wird jede Kultur mit 1 u. Ci einer t 3 H]-Thymidin-L6sung 
gepulst. Am Ende des Versuches werden die Zellen mit einem Harvester geemtet und die eingebaute Radioakti- 
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vitat in einem Flussigszintillationszahler bestimmL 

Beispiel 2 

5 Concanavalin A (ConA)-induzierte Proliferation muriner Splenozyten 

Milzzellen (4 x 10 5 ) von CB6F t -Mausen werden mit 0,5 ug/ml ConA in Mikrotiterplatten (Nunc GmbH, 
Wiesbaden, FRG) und verschiedenen Konzentrationen von Imexon in 6fach-Ansatzen fur insgesamt 48 h inku- 
biert 5 h vor Ablauf der Inkubationszeit werden die Kulturen mit [ 3 H]-Thymidin gepulst und anschlieBend auf 
to Glasfiberfilterplattchen mittels eines Muhisample Harvester (Skatron AS, Lier, Norwegen) geerntet Die 
Filterplattchen werden getrocknet und die Radioaktivitat in einem Packard Szintillationsspektrometer be- 
stimmL 

Beispiel 3 

15 

Phythamagglutinin (PHA)-induzierte Proliferation humaner Lymphozyten 

1 ml humanes Vollblut wird mit 500 ug PH A-L6sung (500 ug/ml) und 48 ml DMEM-Medium verdiinnt Jeweils 
200 u.1 dieses Ansatzes werden mit 20 p.1 der zu testenten Fmexonkonzentration in 6fach- Ansatzen gemischt und 4 
20 Tage inkubiert Nach Pulsen mit [ 3 H]-Thymidin wird weitere 24 h inkubiert, geerntet und ausgewertet, wie bei 
Beispiel 2 beschrieben. 

Beispiel 4 

25 Tumorwachstumsinhibitionsassay (TGI) 

Die Methyleholanthren-induzierte Fibrosarkomzellinie (MethA) wurde aus der eigenen Tumorzellbank erhal- 
ten und intraperitoneal in CB6Fi-Mausen passagiert 

1 x 10 4 MethA-Zellen werden mit der zu testenden Imexonkonzentration in DMEM-Medium uber 48 h 
30 inkubiert 3 h vor Ablauf der Inkubationszeit wird mit [ 3 H]-Thymidin gepulst, geerntet und ausgewertet, wie bei 
Beispiel 2 beschrieben. 

Die in der Tabelle angegebenen Werte zeigen das Ergebnis eines reprasentativen Experimentes. Es sind die 
Ergebnisse der Untersuchungen mit Imexon im TGI-, LTT (ConA, PHA)- sowie im BCGF-Assay, d. h. der 
EinfluB von Imexon auf die MethA-Sarkomezell-, Lymphozyten- und B-Zell-Proliferation, dargestellt. Imexon 
35 supprimiert signifikant und spezifisch die BCGF-induzierte B-Zellproliferation bei einer Konzentration von 
1 ug/ml, wohingegen die Lymphozytenproliferation, induziert entweder durch ConA oder PHA, erst bei Kon- 
zentrationen > 10 ug/ml signifikant gehemmt werden. Ferner ist die Spontanproliferation von MethA-Sarkom- 
zellen ebenfalls erst ab > 10 ug/ml signifikant unterdruckL 

Die Ergebnisse der obigen Versuche sind in der folgenden Tabelle zusammengefaBt: 

40 
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Beispiel 5 



Herstellung einer pharmazeutischen Formulierung von Imexon 



Als besonders geeignete Arzneimittelzubereitung hat sich eine Filmtablette mit 100 mg Wirkstoff erwiesen, 
die wie folgt zusammengesetzt ist: 



Die Filmtabletten werden dann durch Filmdragierungder erhaltenen Imexonkerne in Oblicher Weise herge- 
stellt. 

Filmtabletten mit z. B. 10 mg, 50 mg, 200 mg oder 500 mg Wirkstoff werden in entsprechender Weise herge- 
stellt 



1. Verwendung von Imexon zur Behandlung von viralen oder retroviralen Infektionen. 

2. Verwendung von Imexon zur Prophylaxe oder Behandlung von AIDS oder ARC 

3. Verwendung gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Wirkstoff Imexon neben 
ublichen pharmazeutischen Hilfsstoffen in Form von Tabletten verabreicht wird und der Wirkstoff in einer 
Menge von 1 0— 1 000 mg pro Tablette enthalten ist 

4. Arzneimittel enthaltend Imexon in Kombination mit antiretroviral aktiven Wirkstoffen. 

5. Arzneimittel gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der antiretroviral aktive Wirkstoff Azidot- 
hymidin (AZT) ist. 



Gewicht/Stuck/mg 



Imexon 

Lactose • 1 H 2 0 

Poly (Ocarboxymethyl)starke, Na-Salz 
Poly (1 -vinyl-2-pyrrolidon) 25 000 
Poly (O-carboxymethylJstarke, Na-Salz 
Mikrokristalline Cellulose 
Siliciumdioxid, hochdispers 
M agnesiumstearat 
Kerngewicht: 



100000 
63000 
7000 
4 000 
3 000 
20000 
1500 
1500 
200000 



Patentanspruche 
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